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【背景と目的】
関節リウマチ（Rheumatoid arthritis: RA）は進行性の骨破壊を伴う多発関節炎
を主症状とした全身性の炎症性自己免疫疾患である。RA 患者では特異的な自己
抗体である抗シトルリン化ペプチド/タンパク質抗体(anti-citrullinated 
peptide/protein antibody: ACPA)が誘導されることから、RA の発症及び進行に
ACPA の作用機序が重要と考えられている。ACPA が生体内で誘導される過程、
及び RA の発症に至る機序はまだ不明な点が多い。そのため、ACPA の真の抗原
を探索し、RA の病因を考察するために様々な研究が行われ、いくつかのヒトタ
ンパク質が自己抗原として報告された。しかし、これらの研究はいずれも患者
血清由来のポリクローナルな ACPA を用いて行われており、より特異性の高い
モノクローナルな ACPA での解析は稀であった。 
本研究では、ACPA の誘導メカニズムを考察するために、RA 患者由来のモノ
クローナル ACPA が認識する抗原のエピトープを同定し、様々な抗原を同定す
ることを目的とした。
【対象と方法】
臨床検査において抗 CCP 抗体陽性であった RA 患者より血清を分離し、第一
世代の CCP 抗原である cfc1-cyc との結合性を ELISA（enzyme-linked 
immunosorbent assay）により検討した。cfc1-cyc との結合が見られた RA 患者よ
り CD138 陽性細胞を分離し、ISAAC 法により cfc1-cyc 特異的抗体産生リンパ球
を検出し、回収後、cfc1-cyc 特異的抗体（CCP-Ab1）を得た。 
cfc1-cyc が CCP-Ab1 と結合するエピトープの推定は、アラニンに置換したペ
プチドを用いて ELISA および SPR により解析した。推定したエピトープ配列を
用いて、BLAST による相同性検索を行い、CCP-Ab1 と結合しうる候補タンパク
質を検索した。検索により抽出された候補抗原タンパク質の幾つかのリコンビ
ナントタンパク質を合成し、シトルリン化処理を行った後ウエスタンブロット
により CCP-Ab1 との結合性を確認した。 
【結果】
cfc-cyc 抗体陽性患者由来リンパ球を用いた ISAAC 法により、cfc1-cyc 特異的
モノクローナル抗体 CCP-Ab1 を獲得した。アラニン置換法によるエピトープマ
ッピングの結果、CCP-Ab1 のエピトープを cfc1-cyc の 6 番の T（スレオニン）
から、 13 番の R（アルギニン）と推定した。エピトープ情報を用いた相同性検
索の結果、CCP-Ab1 の抗原となり得る 38 種類のヒト、56 種類のウイルス、1,383
種類の真菌、547 種類の細菌、1,072 種類の植物由来タンパク質を同定した。こ
れら幾つかのリコンビナントタンパク質をシトルリン化した結果、全てで
論 文 内 要 の 要 旨 
CCP-Ab1 と結合し、CCP-Ab1 はヒトタンパク質のみならず、環境に存在する多
数のタンパク質とも結合することが示された。
【考察】
ACPA がどのように生体内で誘導され、RA の発症や進行に関与するかについ
ては、遺伝的要因である HLA-DRB1 SE、環境因子である喫煙及び歯周病菌、EBV
などといった微生物やウイルスとの関係が示唆されており、これらの関係性に
ついては分子相同性が鍵となることがこれまでの知見から示唆されている。
本研究で我々は、RA 患者の末梢血リンパ球から獲得した CCP-Ab1 がシトル
リン化した種々のヒトタンパク質だけでなく、細菌、真菌、ウイルス、植物由
来の非常に多数の外来タンパク質とも交差反応することを示した。これらの結
果により、微生物や食物など多数の外来タンパク質が体内でシトルリン化を受
け、分子相同性を介して ACPA を誘導し、RA の発症に関わる可能性が示唆され
た。
今回の実験では患者リンパ球から獲得できたモノクローナル ACPA は 1 種類
のみであることから、すべての ACPA で複数のシトルリン化タンパク質と結合
するかを検証するために、今後はさらに複数のACPAを用いた解析が望まれる。
また、ACPA を持つ RA 患者の HLA—DRB1 SE をはじめとした遺伝的要因や、喫
煙などの環境因子も含めた検討を行うことが望まれる。
【結論】
RA 患者由来のモノクローナル ACPA（CCP-Ab1）は種々の自己抗原だけでな
く、非常に多数のシトルリン化外来タンパク質とも交差反応することが示され
た。食物由来のタンパク質が ACPA と交差反応性を持つという報告はこれまで
類を見ないものである。今回の結果により、微生物や食物など無数の外来タン
パク質が体内でシトルリン化を受け、分子相同性を介して ACPA を誘導し、RA
の発症に関わる可能性が示唆された。
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【目的】
関節リウマチ（rheumatoid arthritis: RA）は、進行性の骨・関節破壊を伴う全身性の炎症性
自己免疫疾患である。RAの病因は未だ不明であるが、RA患者において特異的な自己抗体
である抗シトルリン化ペプチド/タンパク質抗体（anti-citrullinated peptide/protein antibody: 
ACPA）が誘導されることから、RAの発症・進行に ACPAが重要な役割を果たすと考えら
れている。現在までに、この ACPAの対応抗原を探索する研究が行われてきた。しかしい
ずれも患者血清由来のポリクローナルな ACPAを用いており、より特異性の高いモノクロ
ーナルな ACPAでの解析は稀であり、ACPAが実際に結合する抗原決定基（エピトープ）は
解明されていない。
そこで津田氏は、ACPAの真の抗原や ACPA誘導メカニズムを明らかにするために、本研
究において RA患者由来のモノクローナル ACPAを単離し、これが認識するエピトープを
明らかにし、さらに様々な抗原タンパク質の同定を行うことを試みた。 
【方法および成績】
1. 抗環状シトルリン化ペプチド（cyclic citrullinated protein:CCP）抗体陽性の RA患者血
清より、第一世代 CCP抗原である cfc1-cycと結合するリンパ球を分離した。このリンパ球
を用いて ISSAC(ImmunoSpot Array Assay on a Chip)法を行い、cfc1-cycに対する特異的
抗体を産生するリンパ球を検出・回収し、これをもとにリコンビナント抗体を発現させ、
特異的モノクローナル抗体 CCP-Ab1を獲得した。 
2. CCP-Ab1が結合する cfc1-cycのエピトープを明らかにするために、cfc1ペプチドのアミ
ノ酸配列をアラニンに置換した変異ペプチドを作製し、エピトープマッピングを行った。
結合能を ELISAおよび表面プラズモン共鳴（SPR）により解析した結果から、特異的結合
に必要な 8つのアミノ酸配列（cfc1の T6～R13）を初めて明らかにし、これを essential 
epitopeと呼ぶこととした。 
3. 次に、この essential epitope配列を用いて BLASTによる相同性検索を行い、CCP-Ab1
の抗原となりうるヒトタンパク質を検索した結果、38種類の候補タンパク質を同定した。
これらの中から 11種類のリコンビナントタンパク質を合成してシトルリン化し、ウエスタ
ンブロット法で確認したところ、全てが CCP-Ab1と結合することが明らかとなった。 
 4. さらに、外来抗原への暴露などの環境因子と CCP-Ab1の関わりを検討するため、
essential epitopeを含むヒト以外のタンパク質について BLASTを用いて相同性検索を行
った結果、56種類のウイルス、1,383種類の真菌、547種類の細菌、1,072種類の植物由来
タンパク質が同定された。これらの結果から、3,000種類を超える外来タンパク質が、
CCP-Ab1の抗原となり得る可能性が示唆された。これらの中で、EBウイルス由来 EBNA-1
や、細菌、真菌、食用植物由来タンパク質のリコンビナントタンパク質を合成してウエス
タンブロット法で確認したところ、シトルリン化したタンパク質について全てが CCP-Ab1
と結合することが明らかとなった。以上より、CCP-Ab1はヒトタンパク質のみならず、環
境に存在する多数のタンパク質とも結合することが示された。 
 
【総括】 
 本研究では、RA患者の末梢血リンパ球から獲得したモノクローナルな ACPAである
CCP-Ab1が特異的に結合するエピトープを同定し、またシトルリン化した当該エピトープ
を有する種々のヒトタンパク質と結合することを示した。同様に CCP-Ab1が、当該エピト
ープを有する細菌、真菌、ウイルス、植物由来の非常に多数の外来タンパク質とも交差反
応をすることを明らかにしている。 
 以上のことから、食物由来のタンパク質が ACPAと交差反応性を持つことを初めて明らか
にした点には特筆すべき新規性があり、また、微生物や食物などの多くの外来タンパク質
が、シトルリン化を受けた後に ACPAを誘導し、分子相同性を介して RAの発症機序に関
わる可能性を示した研究結果は、学術的重要性が高く評価される。今後さらに複数の ACPA
を用いた解析や、体内でシトルリン化を引き起こす環境因子の検討などを通じて臨床的発
展性も強く期待される。よって本審査委員会は、本研究を博士（医学）の学位に十分に値
すると判定した。 
